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A redução ou minimização das consequências das fraturas ósseas e a 
regeneração tecidual é objetivo de recursos clínicos e terapêuticos. O tecido 
ósseo tem função mecânica, de depósito mineral e hematopoiética sendo 
composto por três tipos celulares, osteoblastos, osteócitos e osteoclastos. 
Diversas substâncias são secretadas pelos osteoblastos, entre elas o cálcio, 
que tem papel fundamental na homeostase celular e na produção do tecido 
ósseo mineralizado e em cujo fluxo estão envolvidos os genes S100A6, 
PMCA1b e a osteocalcina ligados ao processo transporte e de mineralização. 
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do laser de baixa intensidade, no 
que concerne a sinalização de cálcio e mineralização óssea, na expressão dos 
genes S100A6, PMCA1b e osteocalcina em células osteoblásticas adultas. 
Trinta fragmentos mediais de fêmures com aproximadamente 5mm foram 
coletados cirurgicamente de ratos Wistar e distribuidos em dois grupos A 
(n=15, laser) e B (n=15, sem laser). Os fragmentos foram digeridos mecânica e 
enzimaticamente com colágeno tipo II. Após sete dias de cultura o grupo A foi 
irradiado com laser de baixa intensidade de Arseneto de Gálio e Alumínio 
λ=808nm, 250mW de potência nominal, densidade de potência de 200mW/cm2, 
densidade de energia de 2000mJ/cm2, dose de energia de 2J/cm2, diâmetro de 
feixe de 0,02mm, tempo de 5s em 1 ponto de aplicação durante 6 dias. Em 
seguida, o RNA foi extraído, quantificado, submetido a síntese de cDNA e 
realizada quantificação de Ct comparativo pela Reação em Cadeia da 
Polimerase em Tempo Real. Os valores foram submetidos à análise estatística 
de teste Mann-Whitney com p<0,05. A análise em relação à quantidade de 
RNA dos grupos A (mediana 3,80) e B (mediana 3,80) e os valores das 
medianas de ΔCt dos três genes, S100A6 (A=2,22 e B=2,89), osteocalcina 
(A=4,06 e B=3,45) e PMCA1b (A=1,85 e B=4,16) não mostraram diferenças 
significativas. O laser de baixa intensidade em osteoblastos adultos não alterou 
a expressão dos genes S100A6, PMCA1b e osteocalcina descartando a 
relação, no período estudado, destes genes com a mineralização e 
regeneração óssea. 
 






A redução ou minimização das consequências das fraturas ósseas é 
um dos objetivos do uso de recursos clínicos, eletroterapêuticos e cirúrgicos 
que abreviem ou propiciem a consolidação óssea através da indução da 
regeneração tecidual em menor tempo1,2,3. 
O osso possui função mecânica, de depósito mineral e hematopoiética. 
Diversas células compõem este tecido: osteoblastos (divisão celular e 
mineralização óssea), osteócitos (formação da matriz óssea), e osteoclastos 
(reabsorção óssea)4,5.  
As células e a matriz extracelular predominantemente constituída de 
colágeno tipo I formam o osteócito, o qual é mineralizado mediante o depósito 
de sais de cálcio em forma de hidroxiapatita, conferindo ao osso rigidez e força 
consideráveis. A síntese do osteócito (zona de matriz óssea orgânica ainda não 
mineralizada) acontece através de células especializadas, os osteoblastos5,6,7.  
Estas células sintetizam a parte orgânica da matriz óssea (colágeno 
tipo I, proteoglicanos e glicoproteínas). São capazes de concentrar fosfato de 
cálcio, participando da mineralização do osso. Ao longo das superfícies ósseas 
os osteoblastos permanecem alinhados lado a lado tipicamente como um 
epitélio simples5.  
Os produtos de secreção dessas células são: fosfatase alcalina, ácido 
hialurônico, sulfato de condroitina, osteopontina, osteonectina, sialoproteína 
óssea, pró-colagenase, ativador de plasminogênio, proteína morfogenética do 
osso (BMP) e cálcio, os quais possuem um papel importante na regulação do 
crescimento e na diferenciação do osso8.  
A homeostase do cálcio é extremamente importante para as células 
envolvidas na produção do tecido calcificado. O transporte de íons pode estar 
envolvido na determinação da composição da matriz extracelular mineralizada 
do osso, contudo pouco se sabe sobre o(s) papel(éis) desempenhado(s) pelos 
vários canais de cálcio, bombas de cálcio e proteínas ligantes de cálcio na 
regulação dos níveis de cálcio intracelular em osteoblastos2,8,14. Embora o 




transporte, sinalização e seu papel em genes expressos em osteoblastos são 
pouco estudados14. 
Para o estudo de protocolos experimentais, o uso de culturas celulares 
tem crescido nos últimos anos por duas principais vantagens: o ambiente 
físico-químico (pH, temperatura, pressão osmótica, O2 e tensão CO2) 
facilmente controlado e as condições fisiológicas, que podem ser mantidas 
relativamente constantes. Embora mecanicamente o osso seja difícil de ser 
manuseado, fatias finas ou pequenos fragmentos tratados produzem células 
que adquirem a morfologia osteogênica, expressam fosfatase alcalina e há 
depósito de cálcio na matriz extracelular dando origem a culturas de 
osteoblastos que têm características funcionais do tecido9,10,11. 
A cultura de células e tecidos representa um dos principais 
instrumentos para o estudo funcional e estrutural das células e organismos12. A 
designação cultura de células refere-se às culturas provenientes de células 
dispersas obtidas a partir de um tecido original (cultura primária) ou a partir de 
uma linhagem celular. As células in vitro podem ser cultivadas em suspensão 
ou a partir de células aderentes10,13. A cultura primária engloba o crescimento 
das células diretamente isoladas do tecido até ocupar todo o substrato 
disponível (confluência celular). As culturas primárias podem ser mantidas in 
vitro apenas por um período limitado de tempo, e durante este tempo, muitas 
das características diferenciadas da célula in vivo, são mantidas10. 
Células ósseas mantidas em cultura mostraram maior taxa de 
proliferação celular e aumento na expressão de diferentes proteínas ósseas 
após aplicação de laser de baixa intensidade (LBI)15. Laserterapia consiste na 
aplicação terapêutica de laser, neste caso de intensidade relativamente baixa 
(<1W), para o tratamento de afecções e lesões sem acarretar aquecimento a 
priori. A laserterapia de baixa intensidade é, portanto, uma modalidade 
terapêutica dita atérmica16. 
O primeiro laser com finalidade terapêutica foi descrito inicialmente por 
Mester em 1966, quando a terapia laser de baixa intensidade por laser de rubi e 
argônio foi utilizada em úlceras crônicas promovendo a biomodulação e a 
antecipação do processo cicatricial de membros inferiores16,17. Desde então a 
terapia a laser tem sido usada para controle de processos inflamatórios, 




baixas doses tem a capacidade de exercer biomodulação da atividade celular, 
tal como induzir maior liberação de cálcio no citoplasma e aumentar o pH 
intracelular, ambos responsáveis por desencadear sinais mitogênicos e 
aumentar a proliferação celular15,17. 
O efeito do laser de baixa intensidade é dose dependente e, segundo 
alguns autores, para que seus efeitos sejam alcançados as doses não devem 
ultrapassar 3,75J/cm2 em culturas de células ósseas. Doses acima deste limiar 
podem prejudicar o crescimento dos osteoblastos e a produção de nódulos de 
mineralização in vitro. Mesmo em células comprometidas, a aplicação de LBI 
promove aumento do crescimento de osteoblastos e aceleração da formação, 
aumento do número e tamanho de nódulos de mineralização18,19. 
Os laser de comprimentos de ondas maiores podem atingir maiores 
profundidades no tecido biológico e estimulam fatores indutores de proliferação 
celular. Há efeitos adicionais na formação do colágeno e na neovasodilatação, 
aumentando os substratos necessários para a síntese de DNA e produção de 
RNA na célula, facilitando o processo de regeneração20. 
Estudos envolvendo células osteoblásticas humanas e isoladas de 
calvária de fetos de ratos indicaram aumento do cálcio intracelular (cálcio iônico 
citoplasmático), da fosfatase alcalina e da expressão gênica de osteocalcina 
após aplicação de doses de laser de baixa intensidade21. Foi descrito ainda que 
a irradiação com laser de baixa intensidade em osteoblastos obtidos em fêmur 
de ratos adultos provoca aumento da proteína de crescimento ósseo, 
osteocalcina, em diferentes períodos além do aparecimento de nódulos de 
mineralização11. 
O laser de baixa intensidade tem papel importante na proliferação, 
diferenciação e sobrevivência de células osteoblásticas e de culturas 
osteoblásticas estimulando o aumento das concentrações de cálcio e fósforo, 
além da síntese de ATP e colágeno. O Ca2+ tem papel fundamental no 
processo de mineralização assim como a osteocalcina, expressa 
exclusivamente pelo tecido ósseo, o que a torna um importante marcador 
ósseo17,22. A osteocalcina é a maior proteína não-colagenosa encontrada na 





O conhecimento acerca dos padrões de expressão dos genes deve 
fornecer um melhor entendimento dos complexos sistemas regulatórios e 
provavelmente levará à identificação de genes relevantes para novos 
processos biológicos ou implicados em doenças23. Análises moleculares 
envolvendo reações em cadeia da polimerase (PCR) e suas variações, dentre 
elas a PCR via transcriptase reversa (RT-PCR), têm sido mais frequentemente 
utilizadas no diagnóstico clínico e na pesquisa.  
Vários genes estão envolvidos na osteogênese, entre eles o S100A6 
(calcium binding protein A6). A proteína codificada por esse gene é um membro 
da família S100 de proteínas que contêm um domínio ligado ao cálcio. As 
proteínas S100 estão localizadas no citoplasma e/ou no núcleo na maioria das 
células e estão envolvidas na regulação de processos celulares, como a 
progressão do ciclo celular, diferenciação, homeostase intracelular, sinalização 
de cálcio e transporte de íons24.  
Existem diferentes canais e transportadores de cálcio responsáveis 
pela manutenção, homeostasia e regulação dos níveis de cálcio intra e 
extracelulares, bem como de seu fluxo. Estas entradas e saídas de cálcio são 
finamente reguladas por canais específicos e alguns transportadores existentes 
na membrana plasmática25. Entre estes transportadores está a família das 
ATPases de cálcio presentes na membrana plasmática (PMCA – plasma 
membrane calcium ATPase) que possuem cinco isoformas (PMCA1, PMCA2, 
PMCA3, PMCA4 e PMCA5), produtos de diferentes genes. Há ainda subtipos 
das isoformas, como por exemplo, a PMCA1a encontrada em diversos tecidos. 
Já em osteoblastos e células osteoblásticas de osteosarcoma foi descrita a 
expressão da isoforma PMCA1b14.  
Existem poucos estudos8,11,14 que correlacionam o uso do laser e a 
abertura ou sinalização dos canais de cálcio dos estoques intracelulares 
principalmente em culturas de osteoblastos adultos. Tais estudos permitiriam 
um melhor entendimento sobre o processo de mineralização e deposição de 
cálcio, processos fundamentais na consolidação de fraturas. 
Este estudo, como parte de uma linha de pesquisa tem, portanto, o 
intuito de averiguar a ação do laser em células ósseas adultas e abrir caminho 





A aplicação de laser de baixa intensidade deverá aumentar a 







Avaliar os efeitos do laser de baixa intensidade na expressão gênica de 
células osteoblásticas adultas no que concerne a: 
1. Sinalização de cálcio. 
 







Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
UNIFESP/EPM protocolo número 0279/2012. 
Foram utilizados 30 fragmentos ósseos provenientes do fêmur de ratos 
albinos Wistar adultos, machos, de 3 meses de idade, pesando cerca de 250g 
± 10g.  O procedimento cirúrgico, culturas celulares e aplicação do laser foram 
realizado na Disciplina de Técnica Operatória e Cirurgia Experimental da 
UNIFESP/EPM. As etapas de extração de RNA, síntese de cDNA e avaliação 
da expressão gênica foram realizadas no Laboratório de Imunofarmacologia da 
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG. 
 
3.2. Eutanásia e coleta de material 
 
Por meio de injeção de dose letal com tiopental de sódio (40mg/kg) por 
via intraperitoneal levou-se os animais à morte. Foram coletados 
cirurgicamente fragmentos mediais dos fêmures dos animais para consequente 
obtenção das culturas celulares, conforme descrito por Sella11. 
 
3.3. Obtenção das culturas celulares 
 
Os 30 fragmentos ósseos com aproximadamente 5mm de extensão 
provindos dos fêmures dos animais foram distribuídos por dois grupos distintos 
para realização das culturas celulares segundo Binderman26 (figura 1). Os 
fragmentos foram colocados em solução tampão PBS (NaCl 137 mM; Fosfato 
de sódio dibásico 10 mM; KCl 2,7 mM; pH 7.4; 1X; estéril) e mantidos em 
repouso por 15 minutos. 
As peças foram retiradas e lavadas em tampão PBS (NaCl 137 mM; 
Fosfato de sódio dibásico 10 mM; KCl 2,7 mM; pH 7.4; 1X; estéril), colocadas e 




Nutricell, Campinas, SO, Brasil) com adição de gentamicina (10mg/mL - Sigma 
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e fungizone (250μg/mL - Sigma Chemical 
Co., St. Louis, MO, EUA) em ambiente estéril. Posteriormente, foram trituradas 
(digestão mecânica) e submetidas à digestão enzimática para extração celular 
em meio DMEM pela adição de colagenase tipo II (2mg/mL) (Sigma Chemical 
Co. St. Louis, MO, EUA) por 30 minutos a 37°C, sob agitação constante. Em 
seguida o sobrenadante foi armazenado e o procedimento repetido por mais 2 
vezes. Os sobrenadantes armazenados foram centrifugados a 3000 G por 10 
minutos. 
O precipitado foi ressuspendido em 2mL de meio DMEM contendo 10% 
de soro fetal bovino (Invitrogen – Life Technologies, EUA), 100µL de 
gentamicina (50mg/mL), 50µL de fungizone (250µg/mL), 100µL de ácido 
ascórbico (5mg/mL), 100µL de dexametasona (5mg/mL) e 100µLde-
glicerofosfato (10mM). 
Após este processo foi realizada a quantificação da viabilidade celular 
com o emprego do corante vital azul de tripan (Sigma Chemical Co, St. Louis, 
MO, EUA) em câmara hemocitométrica (Neubauer) (figura 2). Depois de 
contadas, as células foram inoculadas em placas de Petri plásticas estéreis na 
quantidade de 2x104 células por placa, complementadas com 1mL de meio 
DMEM, mantidas em estufa a 37°C e 5% CO2. As trocas de meio ocorreram a 
cada dois dias com aspiração mecânica do meio de cultura e reposição com 
2mL de meio de cultura DMEM contendo 10% de soro fetal bovino, 100µL 
gentamicina (50mg/mL) e 50µL fungizone (250µg/mL). 
As culturas seguiram os protocolos descritos nas divisões dos grupos 
da seguinte maneira: 

Grupo A (n=15): aplicação de laser de baixa intensidade. 
Grupo B (n=15): sem aplicação de laser de baixa intensidade. 
 
As culturas foram tripsinizadas em Tripsina-EDTA 5% (Invitrogen 
Technologies) por 15 minutos em estufa a 37ºC e 5% de CO2 para liberação 









   















Figura 2. Viabilidade celular pelo método de Azul de Tripan. 




3.4. Aplicação do laser 
 
O grupo A recebeu doses diárias de laser de baixa intensidade por 
meio de um aparelho de Arseneto de Gálio e Alumínio (GaAlAs – DMC 
Equipamentos, São Carlos, Brasil), modelo Magnus Plus, λ=808nm, 250mW de 
potência nominal, densidade de potência de 200mW/cm2, densidade de 
energia de 2000mJ/cm2, dose de energia ou fluência de 2J/cm2, diâmetro de 
feixe de 0,02mm, tempo de 5s em 1 ponto de aplicação durante 6 dias em um 
total de energia de 1,25J. O grupo B não foi irradiado, contudo, passou pelas 
mesmas condições submetidas ao grupo A, mas com o aparelho laser 
desligado (Figura 3). 
 
 




3.5. Extração do RNA 
 
O RNA total de cada uma das culturas foi extraído pelo método 
comercial Axygen (AxyPrep Multisource Total RNA), segundo instruções do 
fabricante. Inicialmente as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 
12000 G por 10 minutos a 4ºC para precipitação do RNA e retirada da solução 
de RNAlater. 
Em fase de pré-extração foram ressuspendidos os tampões W2 
(tampão de dessalinização) e W1A (tampão de lavagem) ambos utilizados nas 
primeiras etapas da extração. Ao tampão W2 foram adicionados 5,6mL de 
etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha) e ao tampão W1A adicionados 
1,7mL de etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha). Após a preparação, 
as amostras foram centrifugadas a 12000G por 2 minutos e seu sobrenadante 
descartado. Foram, então, adicionados ao pellet 400µL do tampão RI (tampão 
de lise celular), ressuspendidos e homogeneizados manualmente. Adicionou-se 
150µL do tampão RII (tampão de neutralização) aos tubos e os mesmos foram 
homogeneizados em vórtex por 20 segundos. As amostras foram centrifugadas 
a 12000G por 5 minutos à temperatura ambiente e o sobrenadante transferido 
para um novo tubo eppendorf de 1,5mL. A este tubo adicionou-se 250µL de 
isopropanol e homogeneizado em vortex por 20 segundos.   
A coluna contendo um filtro foi colocada em um tubo de 2mL livre de 
DNAse e RNAse e as células em isopropanol transferidas para a coluna. As 
amostras foram centrifugadas a 6000G por 1 minuto à temperatura ambiente. 
Após a centrifugação, o filtrado obtido foi descartado e a coluna reintroduzida 
no mesmo tubo. Em seguida, adicionou-se 500µL do tampão W1A e os 
mesmos foram centrifugados a 3000G por 1 minuto. Novamente foi descartado 
o filtrado e a coluna colocada no tubo, adicionados 700µL do tampão W2, 
centrifugados a 12000G por 1 minuto. Descartado novamente o filtrado e 
repetida a adição do tampão W2, centrifugação, descarte do sobrenadante 
como descrito acima. Para eliminação do excesso do tampão W2 presente no 
tubo, a coluna foi novamente colocada no mesmo tubo e centrifugada a 
12000G por 1 minuto. A coluna foi transferida para um tubo eppendorf de 
1,5mL, adicionados 80µL de tampão TE livre de nuclease (10 mM Tris/HCl, 




As amostras foram centrifugadas a 12000G por 1 minuto. O filtrado 
obtido continha o RNA extraído. O RNA foi eluído em 30µL de água Mili-Q 
estéril27. 
 
3.6. Quantificação do RNA 
 
As amostras extraídas foram submetidas à dosagem 
espectrofotométrica do RNA total a partir de 1µL do RNA total e avaliação da 
absorbância em 260nm com aparelho NanoDrop 1000 Spectrophotometer 
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA). O volume pipetado foi 
colocado na extremidade da fibra óptica receptora e colocada em contato com 
a fonte de fibra óptica, sendo que a amostra passa a ser uma ponte entre as 
duas extremidades de fibras ópticas para que seja realizada a leitura da 
absorbância em 260nm através do pulso de uma lâmpada xênon pela amostra 
e um sensor (Figura 3). As dosagens foram armazenadas em software 
integrado ao aparelho. Foram comparadas as quantidades de RNA total entre 
os Grupos A e B em ng/μL. 
 
 
Figura 4. Exemplo da quantificação de RNA pelo 
aparelho NanoDrop 1000 Spectrophotometer. 






3.7. Síntese do cDNA via Transcriptase Reversa  
 
O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 5μL de RNA 
(4ng/μL) de cada amostra dos grupos A e B com 1μL da sequência Reverse de 
cada primer (Tabela 1) de concentração 10mM, 1μL de dNTP (10mM) e 7μL de 
água Mili-Q DEPC. A reação foi incubada a 65ºC por 5 minutos com posterior 
choque térmico em banho de gelo por 1 minuto. Em seguida as amostras foram 
centrifugadas a 2000G (spin) e foram adicionados 4μL de First Strand Buffer 
(5X; 250mM Tris-HCl, 375mM KCl, 15mM MgCl2), 1μL de DTT (0,1M) e 1μL de 
SuperScript III Reverse Transcriptase (2000U/μL, Invitrogen Techonologies), 
homogeneizadas e incubadas a 25ºC por 5 minutos. Posteriormente as 
reações foram incubadas a 50ºC por 60 minutos e a reação enzimática 
inativada a 70ºC por 15 minutos.  
 
3.8. Avaliação da Expressão Gênica 
 
A expressão gênica foi avaliada através da técnica da Reação em 
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (Real-time PCR [qPCR]) com a 
tecnologia Syber Green (figura 4) utilizando sequências de primers (Invitrogen 
















Forward: 5’ - AACCGCGAGAAGATGACCCAGATCATGTTT-3’ 




Forward: 5’ - CTTCTCGTGGCTATCTTCC-3’ 




Forward: 5’ - TAGGCACCTTTGTGGTGCAG-3’ 




Forward: 5’ - AGGACCCTCTCTCTGCTCAC-3’ 
Reverse: 5’ - AACGGTGGTGCCATAGATGC-3’ 
60 
 
Foi realizada a reação com 2µL de cDNA e 8µL de Master Mix (Syber 
Green PCR Master Mix® 1X, a sequência forward e reverse de cada par de 
primer e água Mili-Q) para um volume final de 256µL. As concentrações dos 
primers utilizadas no Master Mix estão indicadas na Tabela 2:  
 
Tabela 2. Concentrações de cada primer utilizado no Master Mix 
Primer Concentração em mM 
β-actina             0,075 
S100A6             0,125 
PMCA1b             0,018 
Osteocalcina             0,03 
 
Para todas as reações de qPCR foram utilizadas temperaturas de: 
desnaturação inicial de 95ºC por 10 minutos, desnaturação a 95ºC por 15 
segundos, anelamento de 60ºC por 40 segundos, extensão a 60ºC por 30 
segundos com um total de 50 ciclos. Todas as reações foram realizadas em 
duplicata. 
A qPCR foi realizada no aparelho StepOnePlus™ System (Applied 




Step One e a expressão gênica avaliada pela técnica de Ct (Cycle threshold – 
ciclo limiar) comparativo (2-ΔΔCt) entre os Grupos A e B.  
Esse método se baseia na redução dos valores de Cts do grupo 
controle em relação ao grupo de interesse. O Ct é definido como o número de 
ciclos requerido para que a fluorescência da reação atinja níveis superiores à 
fluorescência basal da reação e apresente uma amplificação exponencial31,32,33 
(figura 5). 
3.9. Análise Estatística 
Na análise dos resultados foram utilizados métodos estatísticos para 
avaliar a quantidade de RNA extraído e a expressão dos genes ligados ao 
cálcio com parâmetros estatisticamente significantes a 5%, comparando grupos 
com e sem irradiação com laser de baixa intensidade, nas variáveis 
quantitativas através do teste não paramétrico para amostras independentes de 
Wilcoxon-Mann-Whitney. Foi utilizado o programa SPSS Statistics® para 
Windows® e os dados avaliados a partir do 2-ΔΔCt entre os genes S100A6, 





Figura 5. Exemplo da molécula de Syber Green® incorporada a 
molécula de DNA. Fonte: SYBR® Green PCR Master Mix and 











Os dados estão apresentados em figuras das curvas de amplificação e 
em gráficos avaliando-se a quantificação de RNA e os desvios (ΔCt) entre os 
genes S100A6, PMCA1b, Osteocalcina e β-actina dos grupos A e B. As tabelas 
com os dados estatísticos brutos estão dispostos no Anexo 2 
Observa-se que todas as amostras foram amplificadas para o gene da 
β-actina (housekeeping), sendo expressas entre os ciclos 36 e 45 da curva de 
amplificação (figura 6).   
 
 
Figura 7. Curva de amplificação do gene β-actina dos grupos A e B. 
 
A Osteocalcina teve sua expressão entre os ciclos 33 e 46 no grupo A 
e 37 e 46 no grupo B (figuras 7 e 8) mostrando que o início da amplificação do 











Figura 9. Curva de amplificação do gene Osteocalcina no grupo B. 
 
A expressão do gene S100A6 no Grupo A em relação ao Grupo B, 
mostrou-se mais homogênea no Grupo A sendo expressa entre os ciclos 33 e 
42 (figura 9) enquanto o Grupo B apresentou curvas de amplificação entre os 
ciclos 33 e 49 (figura 10). 
 







Figura 11. Curva de amplificação do gene S100A6 no grupo B. 
 
As curvas de expressões do gene PMCA1b em ambos os grupos foram 
bastante heterogêneas (figuras 11 e 12), pois variaram entre os ciclos 35 e 48 
no grupo A e 35 e 48 no grupo B sendo predominante entre os ciclos 41 e 42. 
 
Figura 12. Curva de amplificação do gene PMCA1b no grupo A. 
 
 





A quantificação de RNA entre os grupos não revelou diferenças 
significativas quando comparadas as concentrações de RNA (p=0,798). O 
grupo A apresentou mediana de 3,80, média 3,81ng/µL, desvio padrão 0,469, 
1º quartil 3,4 e 3º quartil 4,0 enquanto o grupo B mediana de 3,80, média 
3,79ng/ µL, desvio padrão 0,619, 1º quartil 3,6 e 3º quartil 4,2 (figura 13). 
 
 
Figura 14. Gráfico dos valores da quantidade de RNA nos grupos A e B. 
 
Após normalização entre os genes de interesse (S100A6, PMCA1b e 
Osteocalcina) e o housekeeping (β-actina) foram produzidos os valores de ΔCt 
sendo que não observamos diferenças significativas. Avaliando o gene 
S100A6, o grupo A apresentou mediana 2,22, média de 2,37, desvio padrão 
4,107, 1º quartil -1,2 e 3º quartil 5,9 e o grupo B mediana 2,89, média 2,78, 
desvio padrão 2,721, 1º quartil 0,29 e 3º quartil 4,79 com p=0,928. Para o gene 
da Osteocalcina o grupo A apresentou mediana 4,06, média de 3,46, desvio 
padrão 3,814, 1º quartil 0,5 e 3º quartil 6,57 e o grupo B mediana 3,45, média 
2,62, desvio padrão 4,447, 1º quartil -1,5 e 3º quartil 5,68 com p=0,756. 
Também para o gene PMCA1b não foram observadas diferenças nos valores 
do ΔCt, grupo A mediana1,85, média 1,85, desvio padrão 5,874, 1º quartil -4,16 




e 3º quartil 6,56 e grupo B mediana 4,16, média 4,26, desvio padrão 3,888 1º 
quartil 1,32 e 3º quartil 7,58 com p=0,412 (figura 14). 
 
 
Figura 15. Gráfico dos valores de ΔCt dos genes S100A6, 
PMCA1b e Osteocalcina em relação à β-actina dos 









Frente às dificuldades inerentes ao processo de consolidação e 
mineralização óssea, os estudos que avaliam mecanismos – sejam 
morfológicos ou celulares – destes processos e que incluem análises 
moleculares são de extrema importância. Contudo, nos genes estudados não 
foram observadas hiper expressão (up regulation) e hipo expressão (down 
regulation) no período estudado mostrando que o LBI não teve influência na 
regulação gênica em células osteoblásticas adultas de cultura celular. Estes 
resultados, no entanto, são passíveis de discussão como veremos adiante. 
A crescente restrição ao uso de animais tem levantado o interesse 
acerca do uso de culturas celulares para aplicação de protocolos 
experimentais, apresentando vantagens tais como controle do ambiente, 
caracterização e homogeneidade das amostras, uma vez que células 
replicadas são idênticas entre si e suas características de linhagem podem ser 
perpetuadas por várias gerações. Entretanto, as culturas celulares possuem 
limitações, uma vez que necessitam pessoal especializado para execução das 
técnicas e por diversas vezes são instáveis10.  
As culturas de células utilizadas para a avaliação da expressão gênica 
em nosso estudo são consideradas subculturas, uma vez que foram cultivadas 
com substituição periódica do meio de cultura13,34. Ao contrário das culturas 
primárias, as subculturas permitiram a propagação celular e um maior tempo 
de cultivo tornando esta técnica aplicável para o estudo de processos celulares 
e moleculares em células osteoblásticas adultas, o que por si só já foi objeto de 
trabalho*.  
Diversos estudos têm utilizado culturas de células osteoblásticas nas 
mais diversas áreas como interação da luz com as células, citotoxicidade, fluxo 
e transporte de cálcio, análises moleculares, fatores de crescimento e de morte 
celular, porém a maioria dos estudos envolve células provindas de ratos jovens 
                                            
*Bomfim FRC, Sella VRG, Thomasini RL, Nouailhetas VLA, Plapler H. Molecular expression of 
S100A6 gene in adult osteoblast cultures after low-level laser irradiation. In: Laser 2014 - 34th 
Annual Conference of American Society for Laser Medicine and Surgery, 2014, Phoenix. Lasers 





de 3 aos 21 dias e até recém nascidos14,19,35,36,37. Estas células têm alto grau 
de diferenciação e proliferação, especialmente pela alta quantidade de 
fibroblastos e células mesenquimais.  
Neste estudo, diferentemente do que a literatura aborda, trabalhou-se 
com células osteoblásticas adultas provindas de fêmures de ratos que 
possuem naturalmente uma dificuldade em seu manuseio pela própria estrutura 
do tecido, além da dificuldade na extração das células e característica 
fenotípica específica10. Além dos fatos citados, as células adultas são células 
somáticas indiferenciáveis e que se dividem apenas caso haja necessidade 
tecidual, assim como nas fraturas ósseas, o que aproxima nossa pesquisa, 
mantendo-se as devidas restrições, das necessidades clínicas.  
A escolha pela utilização de células adultas está justamente 
fundamentada na dificuldade deste tecido e na resolução das fraturas ósseas. 
Ao imaginar-se a aplicabilidade do desenvolvimento deste estudo, enfrentamos 
as mesmas dificuldades que o tecido ósseo encontraria para o 
restabelecimento de sua atividade normal. Ao se observar o comportamento de 
células adultas in vitro, extrapola-se para o ambiente em que o paciente adulto 
e idoso se encontra, uma vez que está população possui maior dificuldade no 
processo de reparo tecidual quando comparado ao paciente pediátrico. 
Outros estudos de nosso grupo têm mostrado a aplicabilidade do uso 
de células adultas na cultura de células por meio de avaliações citoquímicas, 
imunocitoquímicas e moleculares. Estes estudos visaram os aspectos 
relacionados com o processo de mineralização óssea e os mecanismos 
celulares no aumento e/ou redução de proteínas e íons envolvidos neste 
processo em decorrência do uso do laser de baixa intensidade38,39,40,41.   
Observou-se que o kit para extração de RNA total teve baixo 
rendimento de extração. Associa-se o fato de se tratar de cultura celular de 
células adultas (somáticas) que usualmente tem menor taxa de transcrição, 
acarretando uma menor quantidade de RNA total, embora se note que o grupo 
laser tenha tido uma discreta, porém maior, quantidade de RNA extraído em 
relação ao grupo sem laser.  
O laser de baixa intensidade tem propriedades fotobiomoduladoras e 




aumento da proliferação osteoblástica e de fatores de crescimento e cofatores 
para o processo de mineralização óssea42. 
A luz tem capacidade de ser absorvida e estimular fotorreceptores 
atuando na respiração mitocondrial. Estes fotorreceptores estimulam a 
membrana mitocondrial interna e externa, alterando o respectivo potencial de 
membrana e levando a um aumento do metabolismo mitocondrial e 
consequente aumento da produção ATP e consumo de oxigênio. Estes 
estimulam a atividade de DNA, RNA e síntese de proteínas de regulação do 
ciclo celular, aumentando a velocidade do ciclo mitótico, pela intensificação da 
própria síntese de DNA, uma vez que as células irradiadas passam mais 
rapidamente da fase G1 para a fase S do ciclo celular43,44,45.  
A estimulação da síntese de RNA e DNA é associada à capacidade 
das porfirinas e flavoproteínas, componentes da cadeia respiratória, de gerar 
espécies reativas de oxigênio, como o oxigênio singleto (O-). Pequenas 
quantidades destas espécies têm efeitos benéficos por ativarem o mecanismo 
de mitose celular, contudo altas doses podem induzir a apoptose e/ou a 
necrose de células irradiadas com laser de baixa intensidade43. 
Diversos estudos têm mostrado os efeitos da irradiação do LBI em 
osteoblastos na expressão gênica de proteína morfogênica óssea 2 (BMP-2), 
osteocalcina, fator de transformação de crescimento β1 (TGF-β1)46, 
estimulação da proliferação e mineralização óssea47. Contudo, estes mesmos 
estudos divergem sobre os parâmetros do LBI, que podem variar no 
comprimento de onda, densidade de energia e potência46,48,23. 
Em nosso estudo utilizaram-se os mesmos parâmetros para o LBI 
empregados em estudos anteriores de nosso grupo11,38,39. Foi escolhida uma 
potência não utilizada na prática clínica50,51,52 para que se pudesse fornecer 
uma maior dose de energia com um menor tempo de aplicação. Isso se deu 
para que, a partir de parâmetros iguais, fossem estudados genes relacionados 
com o fluxo de cálcio e o processo de mineralização, além das proteínas já 
estudadas11. Devemos ter em mente que na clínica o laser é aplicado sobre a 
pele, enquanto que na cultura ele é aplicado diretamente sobre as células 
O gene housekeeping β-actina é amplamente descrito como um 
controle interno e de parâmetro para elaboração dos valores de ΔCt em 




gene da β-actina permitindo a normalização e validando a reação de RT-qPCR 
de nosso estudo.  
Já o gene S100A6 é amplamente estudado na progressão de 
neoplasias, como os osteosarcomas e no ciclo celular55, mas também em 
tecidos normais51. Nossos achados não mostraram aumento na expressão 
deste gene nos osteoblastos irradiados com LBI, contudo, não existem relatos 
na literatura que envolvam o estudo da expressão do gene S100A6 associada 
ao laser, sendo este o primeiro a investigar esta possibilidade. O interesse em 
estudar este gene se dá uma vez que sua expressão está associada à 
proliferação celular, presença no início da osteogênese e regulação do cálcio 
intracelular24; contudo, no tempo utilizado em nossas culturas, este gene não 
teve a sua expressão aumentada, apesar de ser observada no grupo laser, 
uma expressão mais homogênea deste gene. A expressão do S100A6 está 
diretamente ligada à presença do íon cálcio, uma vez que é cálcio dependente. 
Este gene é responsável pela regulação de processos celulares como a 
replicação e transcrição do DNA e está localizado na membrana plasmática e 
na membrana nuclear57. 
O processo de mineralização óssea, assim como a expressão gênica e 
proteica da família S100 é cálcio dependente, além de exigir a expressão de 
proteínas específicas como a osteocalcina. Em nosso estudo a expressão 
gênica da osteocalcina não apresentou diferenças na comparação entre o 
grupo irradiado e não irradiado mesmo possuindo valor de ΔCt maior 
expressando anteriormente o gene S100A6 no grupo laser.  
Ao contrário do que foi observado no gene S100A6, o grupo B da 
osteocalcina teve a expressão muito mais homogênea e concisa. A 
osteocalcina possui seu pico de expressão proteica aos 13 dias e decai após 
este período quando utilizado o LBI, mas o mesmo não ocorre sem o LBI11. 
Corroborando nossos achados da osteocalcina, em estudo realizado 
por Wu et al.58 usando LBI de λ=660nm, 4 J/cm2 e Bouvet-Gerbettaz et al.59 
usando LBI de GaAlAr de λ=808nm, 4 J/cm2 não foi observado aumento na 
expressão da osteocalcina. Isso nos remete à possibilidade de que a 
expressão gênica aconteça em períodos iniciais da cultura celular11 restando 
apenas a proteína formada entre o 13º e o 20º dia. Devemos considerar que o 




mineralizada, uma vez que esta se forma a partir da expressão da proteína 
osteocalcina associada à deposição de cálcio.  
Estudos anteriores11,40 avaliaram o processo de mineralização óssea 
após a irradiação com LBI ao fim de 13 dias, e mostraram um aumento na 
concentração de fosfato de cálcio e áreas mineralizadas nos remetendo à 
possibilidade de associar o fim da expressão gênica, tradução proteica e início 
da mineralização óssea.  
Assim como a expressão de genes e proteínas que são Ca2+ 
dependentes, o processo de mineralização necessita diretamente deste íon 
que é finamente regulado no meio intracelular. O influxo e efluxo de cálcio nas 
células também se caracterizam por ser um processo delicado e regulado por 
diversas proteínas e bombas. Entre estes reguladores do fluxo de Ca2+ estão a 
trocador Na+-Ca2+, sistema Fosfolipase C–Ca2+, sistema Ca2+-calmodulina e a 
Ca2+-ATPase de membrana plasmática (PMCA). Em nosso estudo não foram 
observadas diferenças significantes na expressão da isoforma 1b da PMCA 
nas células irradiadas com LBI. Este gene traduz a proteína cuja função é a 
remoção do Ca2+ do meio menos concentrado para o mais concentrado, ou 
seja, a remoção contra o gradiente de concentração. Caracteriza-se assim por 
ser uma ATPase, sendo a PMCA1b encontrada nas membranas celulares e 
endoplasmáticas de osteoblastos14.  
O LBI tem a capacidade de alterar a permeabilidade das membranas 
plasmáticas a partir de reações secundárias de sinalização celular60. Estas 
reações secundárias são mediadas por enzimas transmembranas e por 
bombas de íons que também desempenham um papel importante na regulação 
gênica e transdução de sinais61,62. Consideramos a possibilidade do LBI atuar 
na expressão deste gene e possibilitar a remoção de Ca2+ intracelular para 
atuar no processo de mineralização, contudo isso não foi confirmado pelos 
resultados do presente estudo. Já o papel do LBI remoção intracelular de Ca2+ 
não está totalmente elucidado. Os mecanismos estudados até hoje incluem o 
papel de diversas substâncias e alguns recursos eletroterapêuticos, porém 
poucos avaliam o papel do LBI neste processo29,35,36,63. 
A relação da expressão de diversos genes, como os avaliados neste 
estudo, além de todo o processo de mineralização, necessita de algo comum 




mecanismo entrada do Ca2+ intracelular seja através dos chamados canais de 
cálcio. Estes canais são estudados através de métodos eletrofisiológicos como 
o patch clamp64,65.  
Segundo Zayzafoon66 os canais de cálcio desempenham um papel 
mais importante na proliferação de osteoblastos do que na sua diferenciação, 
sugerindo que o aumento de concentração de cálcio intracelular ative as vias 
de sinalização de cálcio. No entanto, pouco se sabe sobre os papéis 
desempenhados pelos diversos canais de cálcio na regulação de níveis de 
cálcio intracelular em osteoblastos. 
Estudos envolvendo osteoblastos mostraram que esta célula possui 
canais de cálcio do tipo L (large) e T (tiny), embora estas células sejam 
consideradas não-excitáveis, estes canais de cálcio são uma classe de canais 
de membrana capaz de serem alteradas por potencial elétrico e/ou 
bloqueadores específicos de Ca2+ 67,68,69,70.  
Deste modo avaliando os resultados obtidos neste estudo e os 
confrontando com a literatura, mostra-se necessário o entendimento acerca 
dos padrões de expressão dos genes ligados ao Ca2+ assim como métodos 
eletrofisiológicos que avaliem a participação de canais de cálcio em diversos 
períodos, durante o início do cultivo celular, proliferação e diferenciação 
osteoblástica realizando assim um mapeamento da expressão gênica e 
fisiológica e avaliando o papel do LBI nas membranas celulares e 
consequentemente no processo de mineralização óssea. 
A grande amplitude nos valores de desvio padrão em nosso estudo 
explica em parte a não significância nos resultados estatísticos. O aumento da 
amostra poderia levar a um melhor resultado, tendo em vista o obtido para os 
genes S100A6 e PMCA1b onde encontramos a maior diferença de desvio 
padrão. Esta limitação em nosso estudo está ligada à escassez de recursos 
financeiros, o que impediu a aquisição de maior quantidade de primers. 
Em resumo, neste trabalho observamos que o LBI não alterou a 
expressão dos genes estudados quando comparados ao grupo controle após 
13 dias de cultura celular embora sugira que estas alterações possam se dar 
em estadios anteriores e que outros mecanismos celulares seriam 
responsáveis ou co-responsáveis pela alteração da concentração de Ca2+ 






Uma vez que o laser de baixa intensidade em osteoblastos adultos não 
alterou a expressão dos genes S100A6, PMCA1b e Osteocalcina no período 
estudado, não se pode considerá-lo como único mecanismo na antecipação da 
mineralização e consequente regeneração óssea ou deve-se pressupor que o 
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B – controle A - laser 
comparação 
entre grupo 
estatistica valor - p conclusão a 5% 
Quantidade de RNA extraído em ng/µL teste Mann-Whitney 
n 15 15     
media (dp) 3,79 ( 0,619 ) 3,81 ( 0,469 ) 0,798 aceita H0 
1ºq;mediana;3ºq 3,60 : 3,80 : 4,20 3,40 : 3,80 : 4,00     
min ; max 2,40 : 4,90 3,10 : 4,90     
Valores de Ct -  gene da β-actina   teste Mann-Whitney 
n 15 12     
media (dp) 38,95 ( 1,369 ) 40,47 ( 2,298 ) 0,016 rejeita H0 
1ºq;mediana;3ºq 38,15 : 38,86 : 39,36 
39,55 : 40,33 : 
41,70     
min ; max 36,45 : 42,69 36,39 : 44,97     
Valores de Ct -  gene S100A6 
valor     teste Mann-Whitney 
n 12 12     
media (dp) 41,81 ( 3,057 ) 42,48 ( 2,985 ) 0,551 aceita H0 
1ºq;mediana;3ºq 38,73 : 41,68 : 44,17 
39,80 : 42,53 : 
45,26     
min ; max 37,35 : 46,98 37,39 : 46,49     
Diferença  gene S100A6 - gene da Beta -actina   teste Mann-Whitney 
n 12 11     
media (dp) 2,78 ( 2,721 ) 2,37 ( 4,107 ) 0,928 aceita H0 
1ºq;mediana;3ºq 0,29 : 2,89 : 4,79 -1,20 : 2,22 : 5,90     
min ; max -1,64 : 8,06 -4,32 : 8,61     
freqüência   
 
teste de independência * 
<0    (n) 16,7% (2) 30% (3) 0,640 aceita H0 
>0    (n) 83,3% (10) 70% (8)     
total   (n) 100,0% (12) 100% (11)     
Valores de Ct -   gene Osteocalcina 
valor     teste Mann-Whitney 
n 11 11     
media (dp) 41,58 ( 4,342 ) 43,57 ( 2,855 ) 0,332 aceita H0 
1ºq;mediana;3ºq 37,80 : 42,31 : 45,60 
42,69 : 44,29 : 
45,35     
min ; max 33,33 : 46,58 38,36 : 46,69     




n 11 10     
media (dp) 2,62 ( 4,447 ) 3,46 ( 3,814 ) 0,756 aceita H0 
1ºq;mediana;3ºq -1,50 : 3,45 : 5,68 0,50 : 4,06 : 6,57     
min ; max -6,72 : 8,27 -3,30 : 7,94     
freqüência   
 
teste de independência * 
<0    (n) 27,3% (3) 20% (2) 1,000 aceita H0 
>0    (n) 72,7% (8) 80% (8)     
total   (n) 100,0% (11) 100% (10)     
Valores de Ct -   gene PMCA1b 
valor     teste Mann-Whitney 
n 11 11     
media (dp) 42,93 ( 3,478 ) 42,78 ( 4,202 ) 0,847 aceita H0 
1ºq;mediana;3ºq 41,37 : 41,87 : 46,49 
38,29 : 43,55 : 
45,98     
min ; max 36,41 : 48,30 35,38 : 47,83     
diferença   gene PMCA1b - gene da Beta -actina   teste Mann-Whitney 
n 11 9     
media (dp) 4,26 ( 3,888 ) 1,85 ( 5,874 ) 0,412 aceita H0 
1ºq;mediana;3ºq 1,32 : 4,16 : 7,58 -4,16 : 1,85 : 6,56     
min ; max -2,95 : 10,25 -6,68 : 10,43     
freqüência   
 
teste de independência * 
<0    (n) 9,1% (1) 30% (3) 0,285 aceita H0 
>0    (n) 90,9% (10) 70% (6)     
total   (n) 100,0% (11) 100% (9)     
* Teste de independência (teste exato de Fisher)       
HIPÓTESES DO TESTE Ho :há independência entre grupo e variável 
  
 
HA :há associação entre 
grupo e variável 
   ** Teste de Mann-
Whitney 
    
HIPÓTESES DO TESTE 
Ho :a mediana do grupo experimental é igual 
a mediana do grupo controle 
  
 
HA :aa mediana do grupo experimental é digferente da 






The aim of clinical and therapeutic features is to reduce or minimize the 
consequences of fractures and bone regeneration. The bone has mechanical, 
mineral deposit and hematopoietic functions due to three types of cells, 
osteoblasts, osteocytes and osteoclasts. Several substances are secreted by 
osteoblasts, including calcium, which plays a fundamental role in cellular 
homeostasis and production of mineralized bone tissue and in whose flow are 
involved the S100A6, PMCA1b and osteocalcin genes related to the transport 
and mineralization process. This study was designed to evaluate the effects of 
low-level laser, when it comes to calcium signaling and bone mineralization, in 
S100A6, PMCA1b and osteocalcin genes expression in adult osteoblast cells. 
Thirty medial femoral fragments with approximately 5mm were surgically 
collected from Wistar rats and distributed into two groups A (n=15, laser) and B 
(n=15 without laser). The fragments were digested mechanical and 
enzymatically with type II collagen. After seven days of culture group A was 
irradiated with low intensity Gallium-Aluminum-Arsenide laser λ=808nm, 
250mW nominal power, power density 200mW/cm2, energy density 
2000mJ/cm2, dose of energy 2J/cm2, beam diameter 0,02 mm, length of 5s in 
one application point for 6 days. Then, RNA was extracted, quantified, 
underwent to cDNA synthesis and quantification performed by the comparative 
Ct by Real Time Polymerase Chain Reaction. The values were underwent to 
statistical analysis by Mann-Whitney test with p<0,05. The analysis for the 
amount of RNA of group A (median 3,80) and B (median 3,80) and ΔCt median 
values of the three genes, S100A6 (A=2.22 and B=2.89), osteocalcin (A=4.06 
and B=3.45) and PMCA1b (A=1.85 and B=4.16) showed no significant 
differences. Low-level laser irradiation in adult osteoblasts did not modify the 
expression of S100A6, PMCA1b and osteocalcin genes discarding the 
relationship of these genes with the mineralization and bone regeneration in the 
studied period. 
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